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les patients suspectes d f avoir subi des modifications 
de leur A.D.N. 

Parmi les diverses techniques de dosage permettant 
de determiner la presence d'A.D.N. modifie dans un 
echantillon, les immunodosages consistent a faire r6a- 
gir un anticorps specif ique d'une modification particu- 
li£re de 1 f A. D.N avec un 6chantillon contenant de 
l'A.D.N isoie ou hydrolys6. Ces anticorps sont 
gen§ralement produits par clonage. 

La fabrication d f anticorps polyclonaux (ou mono- 
clonaux) necessite tout d'abord la fabrication d 1 anti- 
genes specif iques, c'est-A-dire de nucleosides ou de 
nucleotides dont les bases nucleiques ont subi les 
modifications que l'on cherche & detecter, ces 
nucleosides ou nucleotides 6tant lies a une grosse 
molecule, par exemple une proteine. Un nucleoside ou un 
nucleotide seul trop petit n'est pas percu par le 
systeme immunitaire. Ensuite, les anticorps polyclonaux 
sont produits par un mammifere qui a regu une injection 
de l f antig£ne precite, cet antig^ne comprenant une 
proteine etrangere au mammifere considere, liee a un 
haptene (molecule de petite taille contre laquelle on 
souhaite obtenir les anticorps sp6cif iques) . 

On connait deja d'apres l'art anterieur des tech- 
niques de dosages immunologiques des acides nucleiques. 
L f article de Christopher P. WILD : "Antibodies to 
D.N. A. alkylation adducts as analytical tools in chemi- 
cal carcinogenesis Mut. Res., (1990), 233, 219-233, 
est justement consacre aux anticorps specif iques de 
nucleotides dont les bases nucleiques ont subi des 
modifications par alkylation. Cet auteur insiste sur le 
rdle des anticorps dans les dosages immunologiques 
utilises dans les etudes epidemiologiques des cancers 
humains et de la cancerog6nese chimique, due notamment 
£ des agents alkylants. 
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L'articl de B. D. Stollar : "Immunochemical Ana- 
lyses of nucleic acids", Progress in Nucleic Acid, 
Research and Molecular Biology, (1992), 42, 39-75, 
concerne 6galement des anticorps sp^cifiques des acides 
5 nucl^iques. 

Par ailleurs, certains dfcfauts oxydatifs de 
l'A.D.N. ont fait I'objet de plusieurs publications. 

Ainsi, 1 f article de G.J. West et al . : 
"Radioimmunoassay of 8-hydroxyadenine", Int. J. Rad. 
10 Biol., (1982), 42, 481-490, dGcrit des dosages ra- 
dio-immunologiques de la 8-hydroxyad6nine • Cette 
modification de 1 T A.D.N . peut survenir apr^s une irra- 
diation aux rayons 7$ . 

L f article de P. Degan et al., "Quantitation of 
15 8-hydroxy-2 '-deoxyguanosine in DNA by polyclonalantibo- 
dies", Carcinogenesis, (1991), 12, 865-871, d6crit des 
anticorps polyclonaux sp6cifiques de la 

8-hydroxy-2 ' -desoxyguanosine et de la 8-hydroguanine. 
Ces anticorps polyclonaux peuvent etre utilises dans 
20 des dosages immunologiques afin d'isoler rapidement les 
deux types pr6cit6s de guanosine modifi£e, dans un 
echantillon d f urine par exemple. 

L' article de H.L. Lewis et al., "Serologic Assay 
of DNA Base Damage", Rad. Res. (1978), 75, 305-316, 
25 concerne la preparation d' anticorps polyclonaux et le 
dosage de la 5-hydroxym6thyld6soxyuridine, obtenue 
apr£s irradiation ionisante de la thymidine. 

Enfin, I'article de S.A. Leadon et P.C. Hanawalt, 
"Monoclonal antibody to DNA containing thymine glycol", 
30 Mut. Res., (1983), 112, 191-200, concerne des anticorps 
monoclonaux de la 5, 6-dihydroxy-5, 6-dihydrothymine 
(thymine glycol) obtenue apr^s que de l'A.D.N. ait et£ 
soumis & des radiations ionisantes ou proches de 1' ul- 
traviolet. Ces anticorps monoclonaux ont 6t6 obtenus en 
35 faisant fusionner des cellules de mielome de souris 
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avec des cellules de rate provenant de la lign§e de 
souris BALB-c, ces souris ayant 6t6 immunises avec une 
poly (d- thymine) oxyd§e par OSO4 puis complexSe avec de 
la s^rumalbumine de bovin m6thyl6e. Les tests sont 
5 effectufes par des m§thodes ELISA. 

L 1 article de B.F. Erlanger et S.M- Beiser, 
"Antibodies specific for ribonucleosides and ribonu- 
cleotides and their reaction with DNA", Proc. N.A.S. 
USA, (1964), 52, 68-74, d6crit un protocole de couplage 
10 d T un acide nucl£ique avec une prot6ine porteuse, 
permettant de former un antig^ne, susceptible d'etre 
utilise dans un protocole d T immunisation de lapins* Ce 
protocole de couplage est repr6sent£ ci-dessous. 



15 



20 



25 



30 
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R repr6sentant une base purinique ou pyrimidinique, R f 
repr6sentant H ou -PO-(OH)2 et R" reprGsentant le reste 
d'une protGine. 

Ce proc6d£ consiste a agir sur rose d f un ribonu- 
5 cleoside par action du periodate de sodium. Le cycle de 
1'ose est ouvert entre les carbones 2' et 3' et il se 
forme un diald^hyde. Ce dialdehyde est alors couple & 
une protfeine, & un pH voisin de 9 a 9,5. Le NaBH4 
intervient pour r^duire la base de Schiff obtenue comme 

10 produit intermediaire. 

Toutefois, le proc6d6 divulgu6 dans cet article 
est limits & des bases nucl^iques n f ayant pas subi de 
modifications. En effet, avec certaines bases fragiles 
sensibles £ I'oxydation et/ou £ la reduction, il serait 

15 impossible de modifier au prealable ces bases de 
nucleosides, puis de faire subir k ces nucleosides 
modifies, une etape d'oxydation par le periodate de 
sodium, suivie d'une etape de reduction par le 
borohydrure de sodium. Apr£s un tel traitement 

20 chimique, la plupart des d6fauts pour lesquels on 
souhaite §tudier les A.D.N, modifies, seraient alteres. 

En outre, 1 1 enchalnement des reactions decrit dans 
ce proc6d6 est effectue sans isoler les produits inter- 
mfediaires . En consequence, un certain nombre de pro- 

25 duits parasites sont susceptibles d'apparaitre au cours 
du proc§d§ et d'etre presents dans la proteine conju- 
gu6e finale. Chaque produit parasite peut potentiel- 
lement induire une reaction immunitaire qui lui est 
propre. Dans ce cas, le melange d'anticorps obtenu 

30 pourrait n f avoir qu T une faible selectivity. Ceci est le 
cas dans l f article de H.L. Lewis et al. prGcedemment 
cite, ou la molecule cible etait la 
5-hydroxym6thyluracile et ou l'anti-s^rum obtenu 
reconnaissait 6galement la thymine qui est une base 

35 naturelle de l'A.D.N. 
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On connalt 6galement d'apr£s 1' article de T. 
Okabayashi et al./ "A radioimmunoassay for 1~P 
-D-Arabinofuranosylcytosine" , Cancer Res. f (1977) , 17, 
619-624, un proc6d§ consistant & faire r§agir un d£riv6 
de l'acide succinique avec un dSsoxynucleoside dont la 
base a modifi£e, puis & cr6er une fonction amide 

avec l f amine libre d'une prot^ine. Ce proc6d6 est il- 
lustr6 ci-dessous . 



R repr§sentant une base purinique ou pyrimidinique et 
R* le reste d ¥ une proteine. 

Le principal d6faut de ce proc£d§ reside dans le 
manque de stability de la fonction ester utilis^e pour 
conjuguer le nucleoside cL la prot6ine. 

Enfin, on connait £galement d f apr6s un article de 
D , Friesen et al . , "Isolation of Urinary 



0 





0 




2710068 

7 

3-methyladenine"/ Chem. Res. Toxicol., (1991), 4, 
102-106, l'une des methodes les plus employees pour 
coupler une base nucleique alkyl^e & une prot6ine. 
Cette m^thode est illustree ci-dessous. 
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dans laquelle R est une proteine et EDC represente le 
chlorhydrure de l-[3-dim6thylamino) propyl]-3- 

6thyldicarbodiimide . 

Cette methode differe des deux precedentes en ce 
que le produit de depart n'est ni un ribo ni un d£soxy- 
ribonucl£oside modifi§, mais un d§riv6 alkyle de la 
base. Elle permet de former des anticorps d'une excel- 
lente qualite car l'hapttae utilise est purifie juste 
avant sa conjuguaison a la prot6ine. Toutefois, cette 
technique est plus difficile £ mettre en oeuvre que les 
deux proc6d6s exposes pr6c6demment • 

L f invention a consiste £ mettre au point des anti- 
g£nes et des proc6d6s de fabrication de ces antigenes 
£vitant les inconv^nients pr^cedemment cit6s. 

A cet effet, 1' invention concerne des derives de 
nucleosides caracterises en ce qu'ils repondent k la 
formule chimique suivante : 



i 

(CH^-CO-R 



(I) 



dans laquelle R 1 represente H ou un acide mono, di ou 
tri-phosphorique lineaire, R 2 represente un groupe 
hydroxyle, un groupe alkyle, un groupe aryle, une 
proteine comprenant un site amine, un aminoalkyl 
polystyrene ou une silice greffee avec une chalne 
alkylamine et R 3 represente une base substituee choisie 



m 
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parmi I'uracile, la thymine, la cytosine,la guanine ou 
1 1 adenine . 

On utilise l f expression n d6riv6s de nucleosides" 
puisqu'ils sont formes £ partir de nucleosides, 
5 toutefois dans ces d6riv6s I'ose a disparu et est 
remplac6 par la morpholine. 

Lorsque R^ repr£sente une proteine, l f antig£ne 
obtenu peut servir de base A la fabrication d f anti- 
corps . 

10 Lorsque r2 est un aminoalkylpolystyrene ou une 

silice greff£e, par exemple, le produit obtenu est un 
support solide auquel est 116 l f hapt£ne. De tels 
supports peuvent etre utilises dans des dosages de type 
ELISA (marque d£pos6e) - 

15 L' invention concerne egalement un procede de fa- 

brication de derives de nucleosides repondant k la 
formule chimique suivante : 




(ID 



25 



30 dans laquelle R 1 repr6sente H ou un acide mono, di ou 
tri-phosphorique lin6aire, R 6 repr£sente un groupe 
hydroxyle, un groupe alkyle ou un groupe aryle et R 3 
represente un base substitute choisie parmi I'uracile, 
la thymine, la cytosine, la guanine ou l f adenine, 
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consistant & faire reagir un agent substituant avec un 
derive de nucleoside repondant & la formule chimique 
suivante : 



dans laquelle R 1 et R 6 ont la m§me signification que 
pr6ce-demment et R 4 represente une base nucieique 
choisie panai- l'uracile, la thymine, la cytosine, la 
guanine ou l 1 adenine, 

Contrairement a certains precedes connus de l'art 
anterieur, le proc6d6 selon 1* invention ne fait pas 
intervenir de liaison ester fragile entre le nucleoside 
modifie et la proteine. Les conjugues obtenus sont done 
beaucoup plus stables et peuvent §tre stockes en solu- 
tion sans etre degrades f pendant une periode plus Ion- 
gue. 

Le produit de depart (III) presente une morpholine 
k la place du cycle desoxyribosidique . Ce produit est 
stable. II est en outre soigneusement purifie avant 
d'etre utilise dans le proc6d6. Ceci 6vite la presence 
de "parasites" ou contaminants dans l'haptene fabrique. 

Enfin, le produit de depart (III) a deja subi la 
transformation du cycle osidique en cycle morpholinique 
avant que la base nucieique ne soit modifiee au cours 
du procede selon 1' invention. Cela permet d'envisager 
la preparation d f antig£nes dans lesquels les bases 




(in) 
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nucleiques sont oxyd6es ou r6duites, ce qui st beau- 
coup plus difficile £ obtenir si la synthase du cycle 
morpholinique intervient aprds la modification de la 
base nucl6ique. 

L 1 invention concerne egalement un autre procede de 
fabrication de d£riv6s de nucleosides r^pondant a la 
formule chimique suivante : 



10 



15 



rfo. 0 



(V) 



I 



20 dans laquelle R 1 represente H ou un acide mono, di ou 
triphosphorique lineaire, R 3 represente une base 
substitute choisie parmi l'uracile, la thymine, la 
cytosine, la guanine ou l f adenine et R 5 represente le 
reste d'une proteine, un alkylpolystyrSne ou une silice 

25 greffte avec une chaine alkyle, 

ce proc6de consistant & faire r6agir un compose du type 
NH2-R 5 / dans lequel R 5 a la meme signification que 
pr6cedemment avec un d6riv6 de nucleoside r6pondant a 
la formule chimique suivante : 



12 
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(VI) 



V 

(,CH X )_ COOH 



dans laquelle R 1 et R 3 ont la m&me signification que 
pr6c6demment . 

Lorsque NH2-R 5 est une prot6ine, le produit (V) 
obtenu est un antigSne. Lorsque NH2-R 5 est un 
aminoalkylpolystyrfene ou une silice greffee avec une 
chaine alkylamine, le produit (V) obtenu est un support 
solide. Ainsi, dans un proc6d£ de dosage ELISA, les 
parois des tubes & essais ou les puits des plaques 
pourraient §tre recouverts de silice greff^e, ce qui 
pourrait permettre de lier l r hapt&ne au support de 
maniere covalente . 

Par ailleurs, la Soci6t6 Pharmacia commercialise 
un appareil destine a etudier de maniSre dynamique les 
interactions entre molecules biologiques (connu sous la 
marque d6pos6e BiaCore) . Le principe consiste £ fixer 
une molecule sur un support solide et k faire circuler 
une solution contenant 1' autre protagoniste . Le support 
solide obtenu selon 1 T invention peut §tre utilise dans 
ce type d f appareil. 

Par ailleurs, l f invention conceme 6galement des 
anticorps polyclonaux anti-d6riv6 de nucleosides, 
obtenus par immunisation d'un ma mm if &re appropri£e avec 
l'antig^ne r^pondant a la formule chimique suivante : 
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10 



0 



(V) 



15 



20 



25 



30 



dans laquelle R 1 represente H ou un acide mono, di ou 
triphosphorique lineaire, R 3 represente une base nu- 
cleique substitute choisie parmi l'uracile, la thymine, 
la cytosine, la guanine ou 1' adenine, et R 5 represente 
une proteine ne provenant pas dudit mammifere. 

Enfin, 1' invention concerne des anticorps 
monoclonaux anti-derives de nucleosides obtenus en 
faisant fusionner des cellules de myelome d'un 
mammifere avec des cellules spleniques de sour is 
immunisees par un antigene repondant a la formule 
chimique suivante : 

,) 

(V) 




35 




2710068 

14 

dans laquelle represente H ou un acide mono, di ou 
triphosphorique lineaire, repr6sente une base 

nucleique substitute choisie parmi I'uracile, la 
thymine, la cytosine, la guanine ou l f adenine, et R^ 
5 represente une proteine ne provenant pas de la souris. 

L 1 invention sera mieux comprise a la lecture de la 
description suivante d f un mode de realisation de 1" in- 
vention donn6 & titre d'exemple illustratif et non 
limitatif • 

10 Un premier procede de preparation des derives de 

nucleosides selon l f invention consiste a utiliser un 
nucleotide ou un nucleoside dejA modifie par formation 
d'une morpholine, de facon £ pouvoir se lier ult6rieu- 
rement par exemple avec un groupe amine appartenant £ 

15 une proteine* 

Le produit de depart (III) (denomme ci-apres 
"morpholinonucieoside") presente la formule chimique 
suivante : 



20 



25 




(III) 



30 

dans laquelle R 1 represente H ou acide mono, di ou 
tri-phosphorique lineaire, R 6 represente un groupe 
hydroxyle, un groupe alkyle ou un groupe aryle et R 4 
represente une base nucleique choisie parmi I'uracile, 
35 la thymine, la cytosine, la guanine ou 1' adenine. 
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Ce produit (III) peut etr obtenu par exemple 
selon un procede decrit dans 1' article de R. Rayford et 
al., "Reductive alkylation with oxydized nucleotides", 
J. Biol. Chem., (1985), 260, 15708-15713 et illustre 
ci-dessous : -i, 




HO 

MH t (CH t )CO0 H 



R 4 ayant la meme signification que pr6c6demment ♦ 

Ce procede consiste & faire r6agir un nucleoside 
avec du periodate de sodium, afin d'ouvrir la liaison 
entre le carbone 2' et le carbone 3 f . On obtient ainsi 
un dialdehyde que l f on fait r6agir avec du glycocolle 
pour former une double base de Schiff. On rSduit cette 
double base par du NaCNBH3 afin de conduire a un 
"morpholinonucl^oside" . Le nucleoside utilise dans cet 
article 6tait 1' adenosine* Toutefois, de facon simi- 
laire, ce traitement peut etre effectuS avec d'autres 
bases puriniques ou pyrimidiniques. De m§me, le 
nucleoside peut etre remplac6 par un nucleotide dans 
lequel l'acide phosphorique est en position 5« 

Lorsque R 6 est un groupe alkyle ou un groupe 
aryle, le produit III est un ester. II peut §tre obtenu 
par le proc6d§ qui vient d'etre d6crit en remplacant le 




(CHJ -CC0H 
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glycocolle par un glycinate, tel qu'un glycinate 
d f ethyl e ou de t-butyle, par exemple. De plus, ces 
derives peuvent Stre transformfes en esters actifs pour 
etre condense sur une fonction amine. 
5 Le produit de depart (III) du procedfc selon 1' in- 

vention peut §galement etre obtenu par n'importe quel 
autre proc6d6 . 

Les agents substituants permettant d f effectuer les 
substitutions sur les bases puriniques ou 

10 pyrimidiniques/ sont g6n6ralement des agents qui 
entralnent des modifications oxydatives de ces bases. 
Ces agents sont des agents chimiques ou un traitement 
physique. Les agents chimiques sont choisis par exemple 
parmi l'ozone, le peroxyde d'hydrogfene, le brome 

15 combing a la collidine, le brome et l'oxyde d 1 argent, 
le permanganate de potassium, le t6traoxyde d' osmium, 
le mSthanal ou AlLiH/| . Le mtaie r^sultat pourrait etre 
obtenu par action de rayonnements ionisants en presence 
ou en l f absence d T oxyg£ne, par photochimie (U.V. puis 

20 photosensibilisateur) , par hydrog^nation catalytique ou 
par traitement par le brome et l'eau puis 
hydrogenolyse. On donnera ci-apres un tableau I 
recapitulatif des agents substituants et des 
substitutions qu'ils entralnent sur les diff6rentes 

25 bases puriniques ou pyrimidiniques. 




Tableau I 
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Bases nucleiques 



Agent substituant 



Bases substituees 



cytosine 




brone puis collidine 
ou 

rayonnements ionisants 
photochimie ( 

u.v. + 

photosensibilisateur 




0 



V 



ozone 



(Hydroxycyt sln)-lyl 

k. o 
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uracile 

M 

0 

■A" 

0 7 


brome puis colli dine 
ou 

rayonnements ionisants 
ou 

photochimie (U.V. + 
photosensibilisateur) 


0 

(A./ 

I 

(5-hydroxyuracil) -lyl 


H 2 CO 


(5-formyluracil) -lyl 




(5-hydroxymethyluracil) -lyl 



w 
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Tableau I (suite) 



Bases nucleiques 



Agent substituant 



Bases substitutes 

(R 3 ) 



thymine 

(ou 5-methyluracile) 




rayonnements 

ionisants 

ou 

photocbimie (U.V + 
photosensibilisateur) 



ozone 
ou 

rayonnements 
ionisants 



" 0 



l 

5-hydroxym6thyl- 
uracil-lyl 



ou 



H 



5-(formyl-uracil)-lyl 



-HH-CHO 
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KM^ ou O s 0 4 
ou Br£ puis Ag£0 
ou 

rayonnements 

ionisants 

ou 

photochtmie (U.V. + 
photosensibilisateur) 



hydrogene (par 
hydrogenation 
catalytique en 
presence de Palladium 
ou de rhodium) 
ou 

photochimie (U.V. + 

photosensibilisateur) 

ou 

rayonnement ionisant 
en 1* absence 
d 1 oxygene 



0 




5,6 -dihydro- 5 , 6- 
dihydroxythymin) -lyl 



o 




(5, 6-dlhydrothymin) - 

lyl 

ou 



0 




(5, 6 -dihydro- 5- 
hydroxythymin) -lyl 
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Tabl au I (suite) 



Bases nucleiques 


Agent substituant 


Bases substitutes 


adenine 

i 

H 


h 2 o 2 


adenine-Nl-oxyde 


Br 2 + H 2 o puis 

hydrogenolyse 

ou rayonnements 

ionisants 

ou 

photochimie (U.V. + 
photosensibilisateur) 


I 

(8-OXO-7, 8- 
dihydroad£nine) -9yl 


rayonnements 
ionisants sans 
oxygene 
ou 

photochimie (U.V. + 
photosensibilisateur) 


[ { 6-amino-5- 
formylamino- 
pyrimidin) -4yl]aitano 
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guanine 




Br 2 puis 

hydrogenolyse 

ou 

rayonnements 
ionisants 



rayonnements 
ionisants sans 
oxygene 



photochimie (U.V, + 
photosensibilisateur ) 
ou 

oxygene singulet 



rayonnements 

ionisants 

ou 

photochimie {U.V. + 
phososensibilisateur) 




8-oxo-7 r 8- 
dihydr oguanin- 9y 1 



[ (2-amino-6-oxo-5- 
£ ormylamino- 
pyrimidin) -4yl}amino 




(4, 8-dihydro-4- 
hydroxy-8-oxo- 
guanin) -9yl 




i 



[ (2,2-diamino-oxazyl- 
4 one) -5yljami.no 
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A 1' issue du procede selon 1' invention, on obtient 
l'haptene de formule chixnique suivante : 




(ID 



dans laquelle R 1 reprtsente H ou un acide mono, di ou 
triphosphorique lintaire, R 6 reprtsente un groupe 
15 hydroxyle, un groupe alkyle ou un groupe aryle et R 3 
est une base substitute choisi parmi la cytosine, 
l T uracile, la thymine, 1 T adenosine et la guanine et de 
prfeftrence l'une des bases modifites ou substitutes du 
tableau I. 

20 On notera que le produit II represent e un certain 

nombre de variantes possibles du produit (I) . 

On donnera ci-aprts un exemple de preparation 
specifique de I'un de ces hapttnes. 

Ea&gsg^l® 1 : gynth<£g® d® la 2- (5-hydgo^cyto@in<B-l°yl) - 
25 4 - c&rbQ3gym& thyl - 6 - (hydrogyroSthyl) °mogpholin<a 

On dissout lOOmg de 1~ (cytosine-l-yl) -4- 
carboxymtthyl-6-hydroxym§thyl raorpholine dans 5 ml 
d'eau. On ajoute ensuite du brome goutte a ©outte, 
jusqu'au maintien de la coloration jaune, Aprts 15 
30 minutes d 1 agitation a temperature ambiante, I'excts de 
brome est chasst par barbotage d'air dans la solution. 
On ajoute ensuite 200 M-l de collidine et la solution 
est agitte pendant 2 heures, & la temperature 
ordinaire. L'eau est tvaporte sous pression reduite 
35 puis la collodine libre est tliminte par co-evaporation 
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de 5 ml d'&thanol. Le r6sidu obtenu est analyst par 
chromatographic liquide haute pression (colonne 
Nucleosil 10-C18, dimensions 6x300 mm, phase mobile 
acetate de tri6thylammonium 50 mM et methanol) ♦ 
5 L' analyse montre la presence d f un produit majoritaire 
(60%) different du compost de depart. L f analyse par RMN 
du produit collects montre qu'il s'agit bien du compost 
attendu. Ce produit est caract§ris6 par un maximum 
d' absorption dans 1* ultraviolet & 290,4 ran pour un 
10 coefficient d' extinction molfeculaire de 5700 mol.l" 1 . 
cm"* . 



15 



20 



25 



Le deuxieme proc6d£ selon l 1 invention consiste a 
traiter l'hapt£ne (VI) obtenu k l f issue du premier 
proc§d6 de fagion a former par exemple un antig6ne ou 
une phase solide (film, gel) dans laquelle l f hapt£ne VI 
est fixe au support de mani^re covalente. Ce proc§d6 
est rappel6 ci-dessous : 



Rt.- 



V 

I 

(CH,)_CO0H 



\ 



I 



30 



35 



r! et R 3 a la m§me signification que pr6c6demment et R 5 
represente le reste d r une prot6ine, un alkyl 
polystyrene ou une silice greff^e avec une chaine 
alkyle* 
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L'haptene de depart (VI) est purifie par chroma - 
tographie liquide k haute pression avant d f §tre couple 
au radical NH2-R 5 . Ce radical R 5 peut §tre une pro- 
line. Celle-ci est choisie par exemple parmi la s6rum- 
5 albumine de bovin m§thylee, 1 T ovalbumine de dinde ou de 
poulet ou les hemocyanines et notamment la KLH 
correspondant au terme anglais "keyhole limpet 
h6mocianin" , c'est-a-dire une proteine du coquillage 
connu sous le nom de bernique. On obtient alors un 

10 antigene susceptible d'Stre utilise dans la fabrication 
d'anticorps. Lors de la fabrication d'anticorps 
polyclonaux, la proteine sera choisie de fagon k §tre 
d'une nature differente de celle de l f animal utilise 
pour la production d'anticorps. Les protfeines pr£cit£es 

15 sont bien adapt£es lorsque l'on souhaite immuniser un 
lapin. 

Le radical NH2-R 5 peut Stre fcgalement un 
aminoalkylpolystyrdne ou une si lice greffee avec une 
chaine alkylamin§e. On obtient alors un film ou un gel 
20 dans lequel l'haptene est lie de maniSre covalente au 
support . 

On notera que le produit (V) repr£sente un certain 
nombre des variantes possibles du produit (I) • 

On donnera ci-apr£s un exemple de realisation de 
25 ce proc6d6. 

Es&arapl® 2 : gynth&®@ d'un conjugu® hapt&n®-prot6in<s 

On dissout 30mg (90 jimoles) de l-(5- 
hydroxycytosine-l-yl-} -4-carboxym6thyl-6-hydroxy- 

30 methylmorpholine dans 2 ml d'eau. Ce compost dissous 
dans l'eau est ajoute, en 3 heures, k 5 ml d'une solu- 
tion contenant 35 mg (180 ymoles) de E.D.C (N ? -(3- 
dimethylairdnopropyl) -N-ethylcarbodiimide (chlorhydrate) ) 
et 80 mg de s6rumalbumine de bovin, Apr£s avoir laissfe 

35 reposer cette solution pendant une nuit k temperature 
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ambiante, l'eau est 6vapor6e sous pression reduite et 
le residu obtenu est dissous dans 2 ml d'eau et analyse 
par chromatographic d f exclusion, (colonne Fractogel 
TSK-HW4 0 de Merck, dimensions 20x400 mm, phase mobile 
5 NaCl 0, 15 M) . 

Le produit eiue en premier est collecte, dialyse 
contre de l'eau et la solution obtenue est alors lyo- 
philis6e. On mesure alors la charge du produit en hap- 
t6ne. Cette mesure est obtenue en comparant le spectre 

10 d' absorption U.V. de la proteine d'origine & celui de 
la proteine greffee sur le nucleoside modifie. La com- 
paraison de 1 ' absorption £ 270 et 300 nm permet de 
determiner que 7, 8 moles de 1- (5-hydroxycytosin-l-yl) - 
4-carboxym6thyl-6-hydroxymethylmorpholine sont gref f6s 

15 par mole de proteine. 

L' invention concerne enfin les anticorps sp6cifi- 
ques des antigenes (V) obtenus par le procede 
precedent, dans lequel represente le reste d'une 

20 proteine. 

Les anticorps polyclonaux sont obtenus de f agon 
tout & fait classique par injection a des lapins, comme 
cela sera detaille ci-apres. Toutefois, l 1 anticorps 
obtenu est nouveau puisqu'il est specif ique du nouvel 
25 antig&ne prec6demment prepare. 

On donnera ci-apres un exemple de preparation de 
ces anticorps polyclonaux. 

Exemple 3 : preparation d' anticorps polyclonaux speci- 
fiques de l T antig6ne de 1 'exemple 2 

30 Le protocole d ? immunisation a 6te realise a partir 

de deux lapins femelles de race NZ "S.S.C." de 2 kg qui 
ont et6 traites de la fagron decrite ci-apres. 

Une emulsion a ete preparee en melangeant 1 mg par 
litre du conjugue haptene-proteine precedeiument prepare 

35 dans 1 ' exemple 2, avec 1 ml d 1 adjuvant complet de 
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Freund. Chaque lapin femelle a recu 10 injections de 
100 nl de 1' emulsion precitee, dans le cou et sur le 
dos. Quatre semaines apr£s les premieres injections, 
les lapins ont regu un premier rappel, pratique dans 
5 des conditions identiques. Apres un nouvel intervalle 
de 4 semaines, ils recoivent ion nouveau rappel, 
Celui-ci est pratique par injection intramusculaire, au 
niveau de la hanche, de 0,5 ml d'une emulsion formee de 
1 mg/ml de conjugue haptene-proteine et de 1 ml d'adju- 

10 vant incomplet de Freund. 

Deux semaines plus tard, on preieve 2 & 5 ml de 
sang au niveau de l'oreille du lapin. Le s6rum re- 
cueilli permet d'effectuer les premiers tests. Enfin, 
quatre semaines apres le second rappel, un troisieme 

15 rappel est effectue par injection intramusculaire selon 
le m§me principe que celui du deuxieme rappel. Deux 
semaines plus tard, les lapins sont sacrifies et l'on 
recueille le maximum de leur sang dont le serum 
contient les anticorps specif iques de l'antigene 

20 precite. 

Les anticorps monoclonaux peuvent §tre obtenus de 
f agon class ique en faisant fusionner des cellules de 
myeiome d'un mammifere tel qu'une souris avec des 
cellules de rate provenant par exemple de la lignee des 

25 souris BALB/c, ces souris ayant ete immunisees par 
l'antigene (V) constitue par le morpholino nucleoside 
modi fie lie & la proteine porteuse, (R 5 repr6sentant 
une proteine) . Ces anticorps sont specif iques des 
nouveaux antigenes obtenus par le procede selon 

30 1 f invention. 

On donnera ci-apres un exemple de preparation de 
ces anticorps monoclonaux. 

Exemple 4 ; preparation d ' anticorps monoclonaux 
specif iq^aes de 1 'antigane de 1 'exemple 2 (1- (5- 
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hydroxycytosin-lyl) -4-carboxymethyl-6- 
hydroxymfethylxnorpholine) 

Immunisation : 

Une suspension de l'antigfene de 1'exemple 2 
5 pr£cit§ a £t§ 6mulsionn6e dans un volume identique 
d' adjuvant complet de Freund. Cette emulsion a et6 
injectee par voie intra-p6riton6ale & des souris 
femelles de la lign6e BALB/c, ag6es de 6 & 8 semaines, 
k raison d'une dose de 0,1 ml d ? Emulsion . Trois 

10 semaines plus tard, une injection de rappel par voie 
intra-p6riton6ale est effectu§e avec une §mulsion de 
I'antig^ne de 1'exemple 2 et d f adjuvant incomplet de 
Freund. Deux semaines apr£s cette injection de rappel , 
l f immunisation finale est r6alis6e par une injection 

15 dans les veines de la queue de la souris, cette 
injection comprenant I'antig^ne de l'exemple 2 dissous 
dans du NaCl -0, 15 M 

Fusion cellulalre et clonage : 

Trois jours apr£s la derni^re injection de rappel, 

20 les rates ont ete prelevees sur les souris et broyees. 
Les cellules de rate ont et§ lavees dans du milieu de 
Dulbecco modi fie ne contenant pas de serum (DMEM) , 108 
cellules de rates ont §te m61ang6es 4 10 7 cellules de 
myelome puis centrifugSes a 500xg pendant 7 minutes S. 

25 temperature ambiante. On a 61imin6 le milieu et 
r6cuper6 le culot de centrifugation auquel on a ajout6 
0,8 ml de PEG 4000 & 50% (Merck), sur une p^riode de 1 
minutes avec agitation douce d 37 °C, On y a ensuite 
ajoute du milieu de Dulbecco modifi£, A raison de 1 ml 

30 pendant 1 minute, puis de 20 ml pendant 5 minutes. Les 
cellules ont 6t6 centrifugees & 200xg pendant 10 
minutes puis le culot de centrifugation a 6t6 remis en 
suspension dans 15 ml de DMEM et 10% de FBS (s6rum 
foetal de bovin) , Des aliquots de 0,05 ml ont §t6 

35 distribu^s dans des plaques munies de puits de culture 
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revgtus de macrophages. On a laiss6 incuber les plaques 
pendant 24 heures £ 37 °c avant d'ajouter dans le spuits 
de l f hypoxanthine {1.10" 4 M) de 1 ' am§thopterine {4.10~ 7 
M) et de la thymidine (1,6.10~ 5 M) dans du DMEM (milieu 
5 HAT). Sept jours apr6s la fusion, on a ajout6 0,025 ml 
de milieu HAT dans chaque puits et on a ensuite 
renouvele le milieu tous les 3 & 4 jours. Les colonies 
ont ete test^es par la m6thode ELISA pour leur activity 
& 1'encontre de l f antig6ne de I'exemple 2. Seules, les 
10 cellules correspondant aux puits positifs ont ete 
clon^es . 
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REVENDICATIONS 

1, D6riv6s de nucleosides caracteris£s en ce 
qu v ils r£pondent k la formule chimique suivante : 



dans laquelle R 1 represente H ou un acide mono, di ou 
tri-phosphorique lineaire, R 2 represente un groupe 
hydroxyle, un groupe alkyle, un groupe aryle, une 
proteine comprenant un site amine libre, un aminoalkyl 
polystyrene ou une silice greffee avec une chalne 
alkylamine et R 3 represente line base substitute choisie 
parmi I'uracile, la thymine, la cytosine,la guanine ou 
1 ' adenine . 

2. Derives de nucleosides selon la revendication 
1, caracterises en ce que R 3 est choisi parmi la (5- 
hydroxycytosin) -lyl, la (5-hydroxyhydantoIne) -lyl, -NH- 
CO-NH-CO-NH2/ le ( 5-hydroxyuracil ) -lyl/ le (5- 
formyluracil) -lyl, le (5-hydroxymethyluracil) -lyl, -NH- 
CHO, la (5, 6-dihydro-5, 6-dihydroxythymin) -lyl, la (5,6- 



(I) 



R. 3 




i 

(cho.-co-R 
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dihydrothymin) -lyl, la (5, 6-dihydro-5-hydroxythymin) - 
lyl, 1 ' adenine-Nl-oxyde, la ( 8-oxo-7, 8 -dihydro adenine) - 
9yl, la [(6-amino-5-formylamino-pyrimidin) -4yl]amino, la 
(8-OXO-7, 8-dihydroguanin)-9yl, la [ <2-amino-6-oxo-5- 
5 formylamino-pyrimidin) -4yl]amino, la (4, 8-dihydro-4- 
hydroxy-8-oxo-guanin) -9yl ou la [ (2, 2-diamino-oxazol- 
4one) -5yl]amino. 

3. Derives de nucleosides selon la revendication 1 
ou 2, caracterise en ce que R 2 repr6sente une proteine 

10 choisie parmi la serumalbumine de bovin methyiee, 
l'ovalbumine de dinde ou de poulet ou les hemocyanines . 

4. Procede de fabrication des derives de nucleosi- 
des repondant & la formule chimique suivante : 



15 




(ID 



dans laquelle R 1 represente H ou un acide mono, di ou 
25 tri-phosphorique lineaire, R 6 represente un groupe 
hydroxyle, un groupe alkyle ou un groupe aryle et R 3 
represente un base substitute choisie parmi l'uracile, 
la thymine, la cytosine, la guanine ou l f adenine, 
consistant & faire reagir un agent substituant avec un 
30 derive de nucleoside repondant la formule chimique 
suivante : 
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(III) 



dans laquelle R 1 et R 6 ont la m§me signification que 
pr^cedemment et R 4 reprGsente une base choisie parmi 
l'uracile, la thymine, la cytosine, la guanine ou 
1' adenine. 

5. Proc6d6 de fabrication selon la revendication 
4, caract6ris6 en ce que 1' agent substituant est un 
agent chimique choisi parmi l f ozone, le peroxyde 
d'hydrog^ne, le brome combine a la collidine, le brome 
et Ag20, le permanganate de potassium, le tetraoxyde 
d* osmium, le m6thanal ou AlLiH4 . 

6. Proc6d6 de fabrication selon la revendication 
4, caract6ris6 en ce que 1' agent substituant est un 
traitement choisi parmi la photochimie, les 
rayonnements ionisants en presence ou en absence 
d'oxyg^ne, l T hydrogenation catalytique ou le traitement 
par le brome et I'eau, puis l f hydrog6nolyse. 

7. Proced6 de fabrication selon la revendication 
4, caract6ris6 en ce que R 3 est choisi parmi la (5- 
hydroxycytosin) -lyl, la (5-hydroxyhydantolne) -lyl, -NH- 
CO-NH-CO-NH2, le (5-hydroxyuracil)-lyl, le (5- 
formyluracil) -lyl, le (5-hydroxym6thyluracil) -lyl, -NH- 
CHO, la (5, 6-dihydro-5, 6-dihydroxythymin) -lyl, la (5,6- 
dihydrothymin) -lyl, la (5, 6-dihydro-5-hydroxythymin) - 
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lyl, 1 'ad6nine-Nl-oxyde, la (8 — oxo-7,8- 

dihydroadenine)-9yl, la [ (6-amino-5-formylamino- 

pyrimidin) -4yl]amino, la ( 8-OXO-7, 8-dihydroguanin) -9yl, 
la [ (2-amino-6-oxo-5-formylamino-pyrimidin) -4yl]amino, 
5 la (4, 8-dihydro-4-hydroxy-8-oxo-guanin) -9yl ou la [ 
(2, 2-diamino-oxazol-4one) -5yl]amino. 

8, Procede de fabrication d'un derive de nucleo- 
side repondant k la formule chimique suivante : 



10 



15 




(V) 



20 dans laquelle R 1 repr6sente H ou un acide mono, di ou 
triphosphorique lin6aire, R 5 reprtsente le reste d'une 
prottine, un alkyl polystyrene ou une silice greff£e 
avec une chalne alkyle et R 3 represente une base sub- 
stitute choisie parmi l'uracile, la thymine, la cytosi- 

25 ne, la guanine ou 1 ? adenine, 

ce proc6de consistant k f aire reagir un compose du type 
NH2-R 5 , dans lequel R 5 a la mSme signification que 
prectdemment, avec un d£riv6 de nucleoside rfepondant k 
la formule chimique suivante : 



5 




io (cvg^cooH 

dans laquelle R 1 et R 3 ont la raeme signification que 
pr£cedenunent . 

15 9. Proc6d6 de fabrication selon la revendication 

8, caract6ris6 en ce que R 3 est choisi parmi la (5- 
hydroxycytosin) -lyl, la (5-hydroxyhydantoine) -lyl, -NH- 
C0-NH-CO-NH 2 , le ( 5-hydroxyuracil) -lyl, le (5- 
f ormyluracil) -lyl, le (5-hydroxym£thyluracil) -lyl, -NH- 

20 CHO, la (5, 6-dihydro-5, 6-dihydroxythymin) -lyl, la (5,6- 
dihydrothymin) -lyl, la (5, 6-dihydro-5-hydroxythymin) - 
lyl, 1 9 adenine-Nl-oxyde, la (8-oxo-7, 8-dihydroadenine) - 
9yl, la [ (6-amino-5-formylaiaino-pyrimidin) -4yl]amino, la 
(8-0x0-7, 8-dihydroguanin) -9yl, la [ (2-amino-6-oxo-5- 

25 f ormylamino-pyrimidin) -4yl]amino, la (4, 8-dihydro-4- 
hydroxy-8-oxo-guanin) -9yl ou la [ (2, 2-diamino-oxazol- 
4 one) -5yl]amino. 

10, Anticorps polyclonaux anti-d£riv6 de nucleo- 
side, caract6ris6s en ce qu'ils sont obtenus par 

30 immunisation d'un mammif^re approprie avec l'antigene 
r^pondant k la formule chimique suivante : 



5 



10 




15 dans laquelle represente H ou un acide mono, di ou 
triphosphorique lin£aire, R^ represente une base nu- 
cl£ique substitute choisie parmi l'uracile, la thymine/ 
la cytosine, la guanine ou 1" adenine, et R 5 represente 
une prottine ne provenant pas dudit mammifere. 

20 11 . Anticorps polyclonaux selon la revendication 

10, caract6ris£s en ce que R 5 represente une prot^ine 
choisie parmi la strumalbumine de bovin methylee, 
l T ovalbuinine de dinde ou de poulet ou les hemocyanines. 
12. Anticorps polyclonaux selon la revendication 

25 10, caract6ris6s en ce que R^ est choisi parmi la (5- 
hydroxycytosin) -lyl, la (5-hydroxyhydantoine) -lyl, -NH- 
CO-NH-CO-NH 2 , le (5-hydroxyuracil)-lyl, le (5- 
formyluracil) -lyl, le (5-hydroxym6thyluracil) -lyl, -NH- 
CHO, la (5, 6-dihydro-5, 6-dihydroxythymin) -lyl, la (5,6- 

30 dihydrothymin) -lyl, la (5, 6-dihydro-5-hydroxythymin) - 
lyl, 1 1 ad6nine-Nl-oxyde, la (8-oxo-7, 8-dihydroadenine) - 
9yl, la [ ( 6-amino-5-f ormylamino-pyrimidin) -4yl]amino, la 
<8-oxo-7, 8-dihydroguanin) -9yl, la [ <2-amino-6-oxo-5- 
formylamino-pyrimidin) -4yl]amino, la (4, 8-dihydro-4- 
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hydroxy- 8-oxo-guanin) -9yl ou la [ (2, 2~diamino-oxazol- 
4one) -5yl]amino. 

13. Anticorps monoclonaux anti-d6riv6s de 
nucleoside, caracterises en ce qu'ils sont obtenus en 
faisant fusionner des cellules de myeiome d f un 
mammifere avec des cellules spleniques de souris 
iramunisees par un antigene repondant £ la formule 
chimique suivante : 




dans laquelle R 1 represente H ou un acide mono, di ou 
triphosphorique lineaire, - R 3 represente une base nu- 
cieique substitute choisie parmi l f uracile, la thymine, 
la cytosine, la guanine ou 1' adenine, et R 5 represente 
une proteine ne provenant pas de la souris. 

14. Anticorps monoclonaux selon la revendication 
13, caracterises en ce que R 5 represente une proteine 
choisie parmi la s6rumalbumine de bovin methyl6e, 
l'ovalbumine de dinde ou de poulet ou les h6mocyanines . 

15. Anticorps monoclonaux selon la revendication 
13, caracterises en ce que R 3 est choisi parmi la (5- 
hydroxycytosin) -lyl, la ( 5-hydroxyhydantoIne) -lyl, -NH- 



•ft ft* 
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CO-NH-CO-NH 2 , le (5-hydroxyuracil)-lyl, le (5- 
formyluracil)-lyl, le (5-hydroxym6thyluracil) -lyl, -NH- 
CHO, la (5, 6-dihydro-5, 6-dihydroxythymin) -lyl, la (5, 6- 
dihydrothymin) -lyl, la (5, 6-dihydro»5-hydroxythymin) - 
5 lyl, l'adSnine-Nl-oxyde, la (8-oxo-7, 8-dihydroad£nine) - 
9yl, la [ (6-amino-5-formylamino-pyrimidin) -4yl]amino, la 
(8-OXO-7, 8-dihydroguanin) -9yl, la [ (2-amino-6-oxo-5- 
formylamino-pyrimidin) -4yl]amino, la (4, 8-dihydro-4- 
hydroxy-8-oxo-guanin) -9yl ou la [ (2, 2-diamino-oxazol- 
10 4 one) -5yl]amino. 
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brevet qui ddfinissent I'objet de Pinvention et dilimitent P6tendue de la protection. 

Apr$s dGlivrance, II N.P.I, peut, & la requdte de toute personne int6ress6e, formuler 
; un "AVIS DOCUMENTAIRE" sur la base des documents cites dans ce rapport de recherche 
et de tout autre document que le requ6rant sou h arte voir prendre en consideration. 



Conditions d'etablbsement du present Rapport de Recherche 



□ Le demandeur a present^ des observations en r6ponse au rapport de recherche 
prSlirninaire. 



□ Le demandeur a modrfte les revendications. 

□ Le demandeur a modify la description pour en dliminer les Elements qui n' etaient 
plus en concordance avec les nouvelles revendications. 

□ Les tiers ont pr6sent§ des observations aprds publication du rapport de recherche 
pr§limtnaire. 

□ Un rapport de recherche preliminaire complementaire a ete etabli. 



La repartition des documents entre les rubriques 1, 2 et 3 tient compte, le cas 
echeant, des revendications deposees en dernier lieu et/ou des observations presentees. 

□ Les documents 6num6r6s k la rubrique 1 ci-aprds sonl susceptibles d'Stre pris en 
consideration pour appr6cier la brevetabilitd de Pinvention. 

13 Les documents 6num§r§s & la rubrique 2 ci-apr&s illustrent I'arriere-plan 
technologique g6n6ral. 

□ Les documents 6num6r§s & la rubrique 3 ci-aprds ont 6te cites en cours de 
procedure, mais leur pertinence depend de la validity des priorit6s revendiqu£es. 

□ Aucun document n'a 6X6 c\X6 en cours de procedure. f 




Le demandeur a maintenu les revendications. 



Documents cites dans le present Rapport de Recherche 



a 





271&&&8 




93 10 864 



N° de publication : 



1. tLEftflEMTS DE L'ETAT DE LA TECHNIQUE SUSCEPT1BLES D'ETRE PRIS EN CONSIDERATION POUR 
APPRtCIER LA BREVETABIUTE DZ L'INVENTDON 



(avec indication, le cas fciheant, des parties partinentes) 



NEANT 



2. ELEMENTS DE L'ETAT DE LA TECHNIQUE ILLUSTRANT 
LARRiERE-PLAN TECHW0L06IQUE GENERAL 

WO-A-9 205 186 (GILEAD SCIENCES) 
i WO-A-9 118 898 (NIPPON SHINYAKU CO, , Ltd- ) 
US-A-4 515 781 (PAUL F. TORRENCE et AL. ) 

CHEMICAL ABSTRACTS, vol- 103. n° 25, 23 decetnbre 1985, Columbus, Ohio, US., 
abstract n° 210 401c. RAYFORD RICHARD et AL., page 478, colonne 02, & J. 
BIOL. CHEM. vol- 260, n° 29, 1985, pages 15 708-15 713. 

PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF SCIENCES OF THE UNITED STATES OF AMERI- 
CA, vol. 52, n° 01, juillet 1964, pages 68-74, BERNARD F. ERLANGER et AL. o 

CARCINOGENESIS, vol. 12, n° 05, 1991, pages 865-871, PAOLO DEGAN et AL. 

PROGRESS IN NUCLEIC ACID RESEARCH AND MOLECULAR BIOLOGY, ACADEMIC PRESS, vol. 
42, 1992, pages 39-77, B. DAVID STOLLAR. 

MUTATION RESEARCH, Elsevier, vol. 233, 1990, pages 219-233, CHRISTOPHER P. 
WILD. 



3. ELEMENTS DE L'ETAT DE LA TECHNIQUE 
DONT LA PERTINENCE DEPEND DE LA VALIDITE DES PRIORITES 



(avec Indication, le cas ech£ant, des parties pertinentes) 



NEANT 



